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Resumo 
A exsudação de ácidos orgânicos pelas raízes é um dos 
principais mecanismos de tolerância das plantas ao alumínio 
(Al) no solo. Como os ácidos orgânicos exsudados pelas 
raízes das plantas podem atuar diretamente na comunidade 
microbiana do solo, estimulando seu crescimento e 
modificando sua densidade, composição e atividade, esse efeito 
deve ser avaliado em detalhes, em genótipos que apresentem 
exsudação diferencial desses componentes cultivado em solos 
com altos níveis de Al.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto da alta saturação 
de Al no solo na diversidade da população microbiana na 
rizosfera de genótipos de sorgo contrastantes quanto à 
exsudação de ácidos orgânicos e à tolerância ao Al. A análise 
metabólica realizada a partir da técnica das placas de Biolog 
mostrou que a atividade microbiana varia de acordo com o 
genótipo e com a saturação de Al no solo. Na alta saturação de 
Al, o genótipo SC566 apresentou menor atividade metabólica 
em comparação com os demais genótipos. Já na média 
saturação, o genótipo ATF13 apresentou menor atividade a 
partir de 48 h, enquanto, na baixa saturação, os genótipos 
BR007 e ATF14 apresentaram menor atividade de utilização 
dos substratos que os demais durante o período de incubação 
das amostras. O genótipo SC566 é tolerante ao Al e apresenta 
altas taxas de exsudação de ácidos orgânicos em solos ácidos. 
No entanto, esta maior exsudação não acarretou aumento na 
diversidade das bactérias presentes na rizosfera nas condições 
de estudo. Portanto, não foi observada correlação entre os 
resultados de análise por Biolog e os genótipos avaliados ou o 
teor de Al no solo. Por outro lado, a análise do DGGE indicou 
que o índice de saturação de Al no solo foi o fator determinante 
da diferença na estrutura da população bacteriana total da 
rizosfera, e que a combinação das técnicas de Biolog e DGGE é 
importante na análise da diversidade microbiana, pois permite 
a avaliação de grupos bacterianos cultiváveis e não cultiváveis 
em meio de cultura.
Termos para indexação: Ácidos orgânicos, solo ácido, 
comunidade microbiana, Biolog, DGGE.
Assessment of the 
Microbial Community in the 
Rhizosphere of Sorghum 
Genotypes Contrasting to 
Aluminum Tolerance
Abstract 
The exudation of organic acids by the roots is the major 
mechanism of aluminum (Al) tolerance in plants. Organic 
acids exuded act stimulating growth and changing density, 
composition and activity of the soil microbial community. 
This effect should be evaluated in detail in genotypes with 
differential exudation of these components cultivated in 
soils of high levels of Al. The objective of this study was to 
evaluate the impact of high Al saturation on the diversity of 
microbial populations in the rhizosphere of sorghum genotypes 
contrasting to exudation of organic acids and tolerance to 
Al. Metabolic analysis using Biolog plates showed that the 
microbial activity changed according to the genotype and Al 
saturation. Genotype SC566 showed lower metabolic activity at 
high Al saturation comparing to the other genotypes. Genotypes 
ATF13 and BR007/ATF14 showed low activity at Al intermediate 
and Al low saturation, respectively. The genotype SC566 is 
tolerant to Al and it presents high rates of exudation of organic 
acids in the acid soils. However, this increased exudation 
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did not increase the diversity of bacteria in the rhizosphere 
under the conditions of study. Therefore, no correlation was 
observed between the results of Biolog and genotypes or the 
Al saturation. On the other hand, the DGGE analysis showed 
that the Al saturation changed the bacterial population diversity 
and that the combination of Biolog and DGGE techniques is 
important to the analysis of microbial diversity as it allows the 
evaluation of cultivable and non-cultivable bacterial groups.
Index terms: Organic acids, acid soil, microbial community, 
Biolog, DGGE. 
Introdução
Os solos do Cerrado brasileiro geralmente são altamente 
intemperizados, ácidos e com baixa fertilidade, fazendo com 
que as plantas cultivadas nestes ambientes sejam expostas a 
várias formas de estresses durante seu ciclo de crescimento 
(BALIGAR et al., 2001). A toxidez de alumínio (Al) é um dos 
principais fatores responsáveis pela baixa produtividade 
agrícola nos solos ácidos, que ocupam aproximadamente 30% 
das terras potencialmente agrícolas do mundo (UEXKÜLL; 
MUTERT, 1995) e 68% do território brasileiro (BAHIA FILHO et 
al., 1997). O Al inibe o crescimento do sistema radicular (RYAN 
et al., 1992; KOCHIAN et al., 2004), reduzindo o volume de 
solo explorado pelas plantas, o que resulta em limitações na 
absorção de água e nutrientes, com consequente decréscimo na 
produtividade das culturas (ECHART; CAVALLI-MOLINA, 2001). 
As plantas possuem diferentes mecanismos de tolerância 
à presença de níveis tóxicos de Al no solo e vários estudos 
têm sido desenvolvidos na tentativa de compreender as 
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bases genéticas e fisiológicas desta tolerância em diferentes 
espécies (KOCHIAN et al., 2004; CANIATO et al., 2014; MARON 
et al., 2013; ZHOU et al., 2014). Dentre estes, a exsudação 
de ácidos orgânicos pelas raízes tem sido descrito como o 
principal mecanismo de tolerância (LIAO et al., 2006). Os 
ácidos orgânicos, como citrato e malato, com massa molecular 
reduzida, são capazes de formar complexos estáveis com o 
Al3+ presente na rizosfera, reduzindo ou mesmo anulando seus 
efeitos tóxicos, uma vez que tais complexos são incapazes 
de atravessar a membrana plasmática (PIÑEROS et al., 2002; 
KOCHIAN et al., 2004). 
Em sorgo (Sorghum bicolor L.), a tolerância ao Al é controlada 
por um gene de efeito maior localizado na porção terminal 
do cromossomo 3, AltSB (MAGALHÃES et al., 2007). O gene 
AltSB é um transportador de citrato ativado por Al, membro 
de uma família de Multidrug and Toxic Compound Extrusion 
(família MATE), responsável pelo efluxo de citrato em raízes de 
sorgo (MAGALHÃES et al., 2007). Linhagens de sorgo já foram 
caracterizadas quanto à expressão deste gene, tolerância ao 
Al e exsudação de ácidos orgânicos, indicando substancial 
diversidade para estas características, dependendo das raças e 
origem geográfica das populações (CANIATO et al., 2007; 2011). 
Como os ácidos orgânicos exsudados pelas raízes das plantas 
podem atuar diretamente na comunidade microbiana do solo, 
estimulando seu crescimento e modificando sua densidade, 
composição e atividade, esse efeito deve ser avaliado em 
detalhes, em genótipos que apresentem exsudação diferencial 
desses componentes (YANG et al., 2012). Isso ocorre porque os 
exsudatos podem agir como mensageiros que estimulam as 
interações entre as plantas e os microrganismos, além de servir 
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como nutrientes para o metabolismo microbiano (MARSCHNER 
et al., 2006, 2011). Assim sendo, a composição e a atividade 
da microflora da rizosfera podem se alterar em função de 
mudanças nos padrões de exsudatos das raízes, conforme a 
idade e o genótipo das plantas. 
Neste trabalho, genótipos de sorgo, previamente caracterizados 
como tolerantes e susceptíveis ao Al (CANIATO et al., 2007, 
2011; MAGALHÃES et al., 2007), foram cultivados em solos com 
alta e baixa saturação de Al. O objetivo foi verificar o impacto 
da saturação de Al no solo na diversidade da população 
microbiana na rizosfera de genótipos de sorgo contrastantes 
quanto à exsudação de ácidos orgânicos e à tolerância ao Al.
Material e Métodos 
Experimento em Casa de Vegetação
O experimento foi realizado sob condições controladas em casa 
de vegetação na Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. 
O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho Escuro distrófico, 
coletado sob vegetação de Cerrado na profundidade de 0-20 
cm. O solo foi peneirado, homogeneizado e a fertilidade foi 
corrigida quanto aos níveis recomendados de N, P, K, S e 
micronutrientes de acordo com a análise química inicial. O solo 
original coletado, cuja saturação de Al era 26,7% e não tinha 
sido corrigida, foi considerado como alta saturação. Este solo 
foi corrigido com CaCO3 e MgO, resultando em um solo com 
moderada saturação (18,9%), e com CaCl2 e MgCl2, resultando 
em baixa saturação de Al (7,1%). As características químicas dos 
solos estão descritas na Tabela 1. 
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado 
com 12 tratamentos e três repetições, resultando em 36 
parcelas. Foram utilizados três tipos de solo: alta (AS), 
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moderada (MS) e baixa saturação de Al (BS), e quatro genótipos 
de sorgo: SC566 e ATF14 tolerantes ao Al e BR007 e ATF13 
susceptíveis ao Al (CANIATO et al., 2011), cultivados em vasos 
de 5 kg. A semeadura foi realizada com cinco sementes de 
sorgo e o desbaste, efetuado aos 15 dias após a semeadura, 
deixando-se uma planta por vaso. 
Durante o florescimento, as plantas foram coletadas com o 
sistema radicular inteiro e as raízes foram lavadas para retirar 
o excesso de solo. Após a lavagem, 5 g das raízes mais finas e 
centrais de cada amostra, com solo rizosférico aderido, foram 
retiradas, adicionadas a 50 mL de pirofosfato de sódio 0,1% e 
mantidas sob agitação durante 30 minutos em homogeneizador 
horizontal. Após a centrifugação de 5 mL desta solução a 4.000 
rpm por 15 min, procedeu-se à etapa de análise da diversidade 
metabólica e à extração de DNA. 
Diversidade Metabólica - Biolog
Para determinação da diversidade funcional microbiana 
foram utilizadas placas denominadas Ecoplates® (Biolog, Inc., 
Hayward, CA, USA), que apresentam três grupos iguais de 
31 substratos diferentes (ácidos carboxílicos, carboidratos, 
polímeros, aminoácidos, amidos), cavidades controle sem 
substrato e violeta tetrazol como corante indicador do potencial 
redox. Em cada poço das placas de Biolog, foram inoculados 
120 µL da solução do solo rizosférico em pirofosfato de 
sódio obtida na etapa anterior e as placas foram incubadas 
no escuro durante 5 dias a 28 oC. A leitura das placas, ou 
seja, o desenvolvimento de cor pela oxidação de substratos 
durante a respiração dos microrganismos, foi realizada por um 
espectrofotômetro leitor de placas (Labstems, MultSkan, MS, 
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USA) em 590 nm, nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. A 
leitura de 72 horas foi utilizada para cálculo dos componentes 
da diversidade funcional por representar o tempo médio 
entre as leituras realizadas. Esses dados foram utilizados para 
se estimar a riqueza de substratos (S-atividade), o índice de 
diversidade de Shannon (H) e a distribuição dos indivíduos 
entre as espécies (E-equitabilidade) de acordo com Zak et al. 
(1994). O valor S refere-se ao número de diferentes substratos 
que podem ser utilizados pela comunidade microbiana, 
enquanto H compreende tanto a riqueza de substratos como 
a intensidade com que as fontes de C são utilizadas pela 
microbiota do solo. 
Os valores da atividade total foram transformados utilizando-
se a média das leituras dos 31 substratos de cada amostra 
e repetição por AWCD (Average Well Colour Development), 
por meio da divisão da atividade de utilização dos substratos 
– leitura em absorbância (nm) da cor desenvolvida – em 
cada cavidade pelo valor médio da leitura da placa inteira 
(GARLAND; MILLS, 1991). Os valores acima de zero foram 
considerados como reação positiva e evidenciam a utilização 
de substratos, e os valores negativos, a ausência de uso do 
substrato. Os resultados de S, H e E foram submetidos ao teste 
Scott Knott, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa 
SISVAR (FERREIRA, 2008).
Extração de DNA do Solo
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Para a extração de DNA, a solução de solo rizosférico em 
pirofosfato de sódio obtida anteriormente foi centrifugada por 
30 min a 10000 rpm. O sedimento de solo foi ressuspendido em 
1,8 mL de água ultrapura autoclavada e transferido para tubos 
de Fast prep do FastDNA Spin kit for soil (MP Biomedicals, USA) 
e o DNA foi extraído do solo de acordo com as recomendações 
dos fabricantes.
Amplificação do DNA e DGGE (Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis)
Para a amplificação do DNA da população de bactérias foram 
utilizados os primers F968 e R1401 (NÜBEL et al., 1996), que 
amplificam uma região do gene 16SrRNA de procariotos. 
Para o DGGE, uma sequência CG-grampo de 40 pares de 
bases foi adicionada ao primer F968. Amostras de PCR foram 
carregadas em gel de 6% de poliacrilamida em tampão TAE 0,5X 
(Tris-acetate 20 mM e EDTA 0,5 mM), contendo um gradiente 
de 45 a 70% de agentes desnaturantes (ureia e formamida 
deionizada). A separação dos fragmentos amplificados por PCR 
foi feita utilizando o equipamento DCodeTM Detection Mutation 
System (Bio-Rad, California, USA) de acordo com o protocolo 
estabelecido por Muyzer et al. (1998). O gel foi submetido à 
eletroforese durante 16 horas a 60 oC e 75V e corado em solução 
de Gel Red™ (Biotium, Hayward, Califórnia, USA) diluída 3.300 
x em 0,1 M NaCl por 30 minutos, visualizado sob luz ultravioleta 
e fotografado no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, 
Rochester, NY, USA).
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Análise de Géis de DGGE
Os perfis de bandas gerados pelo DGGE foram analisados pelo 
programa BioNumerics versão 6.0 (Applied Maths, St. Martens-
Latem, Belgium). As imagens digitalizadas foram convertidas 
e normalizadas usando 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, 
Carlsbad, USA). Os padrões foram integrados, a similaridade foi 
calculada utilizando correlação de Pearson (HÄNE et al., 1993) e 
a para a análise de agrupamento foi usado o algoritmo UPGMA 
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean).
Resultados e Discussão
Atividade Metabólica e Índice de Diversidade 
A análise das placas de Biolog mostrou que a utilização dos 
substratos medida pelo desenvolvimento de cor (expressa 
em AWCD) variou ao longo do tempo de incubação para cada 
genótipo nos diferentes níveis de saturação de Al no solo 
(Figuras 1 e 2). Na alta saturação de Al, o genótipo SC566 
apresentou menor atividade metabólica em comparação 
com os demais genótipos, a partir de 24 h de incubação. 
Na média saturação, ATF13 apresentou menor atividade a 
partir de 48 h, enquanto na baixa saturação, BR007 e ATF14 
apresentaram menor atividade de utilização dos substratos 
que os demais durante o período de incubação das amostras 
(Figuras 1 e 2). Esta mesma tendência foi observada quando a 
atividade microbiana foi avaliada após 72 h de incubação, que 
corresponde ao pico máximo de atividade dos microrganismos 
neste experimento (Tabela 2). 
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Figura 1. Soma da atividade total/AWCD (leitura em 590 nm) de 
utilização de fontes de carbono do extrato microbiano em cada 
amostra de solo rizosférico de genótipos de sorgo cultivados 
em solos com alta (A), média (B) e baixa saturação de Al (C) nos 








17Análise da Diversidade de Comunidades Microbianas na Rizosfera de Genótipos de 
Sorgo Contrastantes quanto à Tolerância ao Alumínio
Figura 2. Comportamento dos genótipos de sorgo nas 
diferentes saturações de Al no solo avaliado pela soma da 
atividade total/AWCD (leitura em 590 nm) de utilização de fontes 
de carbono pelo extrato microbiano obtido da amostra de solo 
rizosférico de cada genótipo, incubado por 72 horas. Barras de 
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Tabela 2. Atividade de utilização de substratos (S), diversidade 
metabólica (índice de Shannon, H) e equitabilidade (E) com 
base na utilização de fontes de C presentes nas microplacas 
Biolog EcoPlate™, após 72 horas de incubação a 28 °C, pelas 
comunidades bacterianas em um Latossolo Vermelho Escuro 
com alta (AS), média (MS) e baixa saturação de Al (BS).
Sorgo / tipo 
de solo S-Atividade H-Shannon E-Equitabilidade
BR007 - BS 22,2a* 3,35a 0,976a
ATF14 - BS 22,2a 3,36a 0,981a
ATF13 - MS 23,9a 3,39b 0,988b
SC566 - AS 26,8b 3,37a 0,982a
SC566 - BS 26,8b 3,39b 0,988b
ATF13 - BS 27,8b 3,41b 0,993b
ATF14 - AS 28,8b 3,41b 0,994b
BR007 - MS 29,0b 3,41b 0,994b
ATF14 - MS 29,0b 3,41b 0,994b
SC566 - MS 29,3b 3,40b 0,992b
ATF13 - AS 29,4b 3,41b 0,993b
BR007 - AS 31,9b 3,40b 0,993b
*Valores seguidos pela mesma letra não diferem significativamente a 
5% de probabilidade.
O genótipo SC566 é tolerante ao Al e apresenta altas taxas de 
exsudação de ácidos orgânicos em solos ácidos (CANIATO et 
al., 2007). No entanto, esta maior exsudação não acarretou 
aumento na distribuição e diversidade das bactérias presentes 
na rizosfera deste genótipo, uma vez que este apresentou os 
menores valores de atividade de utilização de substratos (S) 
para as condições de cultivo. Além disso, entre os genótipos 
que apresentaram os menores índices para todas as variáveis 
avaliadas (atividade, equitabilidade e índice de Shannon – 
Tabela 2) existem tolerantes e susceptíveis ao Al cultivados 
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em solos com alta, média ou baixa saturação de Al. Portanto, 
não foi observada correlação entre o genótipo, a capacidade 
de exsudação de ácidos orgânicos e o teor de saturação de 
Al no solo e os índices avaliados. Segundo Marschner et al. 
(2006), a alta taxa de liberação de carbono orgânico pelas raízes 
favorece o aumento da diversidade de microrganismos na 
rizosfera, especialmente de bactérias, em relação ao restante 
do solo. No entanto, nos nossos resultados esse efeito não foi 
observado, uma vez que o genótipo SC566 sendo tolerante ao 
Al e consequentemente com maior taxa de exsudação deveria 
ter favorecido uma maior diversidade de bactérias em situação 
de estresse de Al. O índice de diversidade de Shannon (H) 
indica maior diversidade em amostras com maior variedade de 
utilização de diferentes fontes de carbono. A escala de H para 
as placas EcoPlate varia de 0 a 4 (ZAK et al., 1994). Na rizosfera 
dos genótipos estudados, as amostras coletadas apresentaram 
valores de H próximos de três, com diferença significativa 
(p<0,05) entre os genótipos (Tabela 2). 
A avaliação da diversidade de bactérias (H) em condições 
de alta saturação de Al no solo também apresentou a 
mesma tendência que a avaliação do índice de atividade dos 
microrganismos, ou seja, o genótipo SC566 apresentou a 
menor diversidade de bactérias em comparação com os demais 
genótipos (Tabela 2). Isto significa que as bactérias da rizosfera 
deste genótipo utilizaram menos substratos, demonstrado 
no índice de diversidade (H) e com menor intensidade de 
utilização, demonstrada pela avaliação da atividade relacionada 
ao desenvolvimento de cor. Portanto, não foi observada 
associação entre os valores de diversidade de Shannon entre 
genótipos e níveis de saturação de Al no solo. Resultados 
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semelhantes foram observados para a equitabilidade que avalia 
a distribuição dos indivíduos entre as espécies (Tabela 2). 
Dentro deste contexto, alguns trabalhos mostraram que a 
interação entre microrganismos e plantas varia ao longo 
do eixo da raiz, pois existe um gradiente de carbono que 
é exsudado nas diferentes zonas de crescimento da raiz 
(NGUYEN; GUCKERT, 2001; MARSCHNER et al., 2011). Desse 
modo, os microrganismos colonizam preferencialmente a zona 
imediatamente acima da ponta da raiz e a zona de elongação 
distal, levando a uma maior diversidade da microbiota 
nesta região, pois a rápida taxa de crescimento da ponta 
da raiz é limitante para o crescimento dos microrganismos 
(MARSCHNER et al., 2011). Portanto, em trabalhos futuros, 
análises mais detalhadas de diferentes partes da raiz podem ser 
feitas levando em conta a distribuição espacial e temporal da 
comunidade microbiana na rizosfera dos genótipos de sorgo 
contrastantes para tolerância ao Al.
Análise do Perfil Genético por DGGE 
Não foram observadas diferenças na diversidade bacteriana 
da rizosfera de linhagens de sorgo tolerantes e sensíveis ao 
Al na análise do DGGE (Figura 3). No entanto, foi observado 
um agrupamento dos genótipos de acordo com o teor de 
saturação de Al no solo, indicando que o índice de saturação 
de Al no solo foi o fator determinante da diferença na estrutura 
da população bacteriana total da rizosfera. De uma maneira 
geral, foram obtidos quatro grupos no dendrograma: o grupo 
I com a maioria dos genótipos cultivados em solos com alta 
saturação de Al, além do genótipo ATF14 cultivado em solo com 
baixa saturação. Os genótipos cultivados em baixa saturação 
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de Al foram reunidos nos grupos II e IV e todos os genótipos 
cultivados em solos com teor médio de saturação de Al ficaram 
reunidos no grupo III.  Isso indica que podem ter ocorrido 
mudanças nas densidades populacionais de grupos específicos 
metabolicamente ativos independentemente da exsudação 
diferencial dos genótipos, mas dependentemente do teor de Al 
no solo.
Essa ausência de diferença da comunidade bacteriana entre 
os genótipos observada na análise por DGGE também foi 
encontrada por Mota et al. (2008) ao estudar a diversidade e a 
dinâmica de comunidades bacterianas na rizosfera de cultivares 
de milho tolerantes e sensíveis ao Al cultivado em solo de 
Cerrado. Neste trabalho, a análise do perfil de DGGE mostrou 
que as bactérias foram mais afetadas pelo estresse de Al no 
solo que pela linhagem de milho (sensível ou tolerante ao Al). 
Além disso, foram observadas diferenças na composição da 
comunidade bacteriana em dois períodos de coleta, aos 30 e 60 
dias após o plantio.
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Figura 3. Perfis de DGGE das comunidades bacterianas do solo 
rizosférico das linhagens de sorgo contrastantes para tolerância 
ao Al em solos com alta (AS), média (MS) e baixa saturação 
de Al (BS). O dendrograma foi construído pelo coeficiente de 
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Como o DGGE da região rDNA 16S avalia a comunidade 
bacteriana predominante existente na rizosfera, 
metabolicamente ativa ou não (PROSSER, 2002), mudanças 
no perfil metabólico de cada espécie podem ser responsáveis 
pelas diferenças constatadas entre genótipos tolerantes ou 
susceptíveis usando o EcoPlate. Entretanto, o uso de EcoPlate 
também tem sido questionado por gerar resultados apenas da 
fração da comunidade representada pelos microrganismos de 
crescimento mais rápido e cultiváveis, o que reflete o potencial 
metabólico e não a diversidade in situ (NANNIPIERI et al., 
2003; KIRK et al., 2004). Portanto, os resultados encontrados 
ressaltam a importância da utilização conjunta das duas 
técnicas, o que também foi sugerido por outros autores (KIRK 
et al., 2004), uma vez que, por meio do DGGE, foi possível 
avaliar grupos bacterianos não cultiváveis em meio de cultura 
por Biolog EcoPlate, o que possibilita maior entendimento da 
interação microrganismo-planta. Estudos futuros com uso de 
iniciadores específicos de gêneros ou espécies de bactérias 
poderão ser realizados para o refinamento da análise de DGGE.
Conclusões
Não foi observada correlação entre o genótipo, a capacidade de 
exsudação de ácidos orgânicos e o teor de saturação de Al no 
solo e os índices metabólicos avaliados por Biolog.
A análise do DGGE indicou que o índice de saturação de Al 
no solo foi o fator determinante da diferença na estrutura da 
população bacteriana total da rizosfera.
A combinação das técnicas de Biolog e DGGE é importante na 
análise da diversidade microbiana, pois permite a avaliação de 
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grupos bacterianos cultiváveis e não cultiváveis em meio de 
cultura.
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